




































species present  [3,4]. A well‐documented pathogen of Crustacea  is  the causative agent of crayfish 
plague, Aphanomyces astaci  [5], a pathogenic oomycete  [6]. Previously, some oomycetes have been 
incorrectly described as  fungi; however, although  fungi and oomycetes both grow as  filamentous 
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[15] and contain a  range of other endo‐  (Haplosporidium sp.  [20], Hematodinium sp.  [14]) and ecto‐
parasites [16,18]. In addition, C. maenas is an ideal model species for diseases of allospecifics due to 
its  versatile  diet  and  habitat  choice,  meaning  it  shares  environments  with  an  abundance  of 









the Pier. Of  these  crabs,  four  individuals  (~0.3%),  all  from  the Pier, were  seen  to  contain  fungal 







  P5_Dec  P50_Dec  P50_May  P21_Aug 
Date  December 2017  December 2017  May 2018  August 2018 
Carapace size    42.9 mm  47.5 mm  33 mm  39 mm 
Sex  Female  Male  Female  Female 
Fouling *  Yes  No  No  No 
Carapace colour  Yellow  Yellow  Yellow  Yellow 
Limb loss  0  3  0  0 
Haemolymph colour  Milky  Cloudy  Milky  Milky 
Co‐infection  Hematodinium sp.  Encysted trematodes; 
Haplosporidium carcini  N/A  Hematodinium sp. 
PCR Amplicons         
‐Accession no.  MT000100  N/A  MT000101  MT000102 
‐Sequence length  242 bp    244 bp  244 bp 
Top BLASTn  ~89%  N/A  ~88%  ~88% 
HM119586.1    HM119586.1  HM119586.1 
* Fouling was determined by the presence/absence of epibionts on the carapace. 
2.2. Haemolymph Preparations 




individuals were  infected with  the dinoflagellate parasite, Hematodinium sp.  (Figure 1B), meaning 
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75% of animals  infected with  the  fungus were co‐infected.  Interestingly, Stentiford et al.  [22] and 
Smith  et  al.  [23]  also witnessed  such  a  co‐infection  in C.  pagurus  and,  although morphologically 
similar to the current infections, they were not the same species of fungus. 
 
Figure  1.  Phase  contrast micrographs  of  haemolymph  preparations  from  shore  crabs, C. maenas, 







of the hepatopancreas  in haemolymph channels and free  in the connective  tissue (Figure 2B). The 
fixed phagocytes surrounding the haemolymph channels were swollen but  free  from  intracellular 
fungi (Figure 2B). There was limited evidence of extensive immune reaction to the presence of fungi, 
both in the haemolymph and other tissues such as the gills and hepatopancreas. The haemolymph of 









the  hepatopancreas  of  a  fungus‐infected  crab  with  large  numbers  of  fungal  elements  in  the 
haemolymph channels (unlabelled arrows). The fixed phagocytes that surround some channels are 
swollen but free of intracellular fungi (*). Hepatopancreatic tubule (Tu). Scale bars = 50 μm. 
The histological appearance and  tissue distribution of  fungi observed  in  the current study  is 
similar to that reported in edible crabs (Cancer pagurus) [23]. In both cases, some of the crabs infected 
with  fungi  also  had  co‐infections  including  the  dinoflagellate  parasite,  Hematodinium,  that  is 
commonly found in both shore and edible crabs at this site [24]. Therefore, it is probable that fungi 
are  rarely  the primary  infectious  agent  and  rely on  the presence of other parasites/pathogens  to 
damage the host’s immune system, leaving them vulnerable to such secondary infections. Smith and 
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There  is some evidence  for a  localised haemocyte‐response to  fungi—depicted by haemocyte 
degeneration—but there is little evidence for a concerted host response to the presence of the fungus 
in all major tissues. Infected crabs had very few such cells in circulation and when seen they were in 
clumps  containing  internalised  fungal  elements.  Although  haemocyte  counts  were  undertaken 
during the survey, for these infected animals, counts were not possible due to the haemolymph being 
overrun with fungal morphotypes (Figure 3A). In other  tissues, the majority of fungi were free  in 










Partial  internal  transcribed  spacer  (ITS1)  sequences  of  the  crabs  positive  for  fungi  by 
microscopical examination or group‐specific PCR were aligned, showing clearly unique sequence 
types. Each crab harboured  just one fungal ecotype/infection. These were BLAST‐searched against 
the  NCBI  GenBank  nucleotide  database.  The  top  match,  which  was  also  characterised,  for  all 
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sequences was accession number HM119586 (87.88–88.55% identity, 100% coverage), corresponding 
to Ophiocordyceps  gracilis,  a  fungus used  in  studies  for Traditional Chinese Medicine  reported  in 
Zhong et al.  [26]  (now Paraisaria gracilis  [27]). Ophiocordyceps species can exist  in both hyphal and 
budding  forms—the  latter being  similar  to our observations  (see Figure 1). Maximum  likelihood 
phylogenetic  analyses  (Figure  4)  revealed  that  all  sequences  branch  within  the  paraphyletic 
assemblage of lineages that currently comprise the genera Ophiocordyceps, Aschersonia and Fusarium. 
The tree is comprised of fungi isolated from the marine environment (including a decapod), as well 










from  compromised  shore  crabs,  Carcinus  maenas  (MT000100–MT000102).  Reference  sequences 
represent the top 20 BLASTn‐search results from NCBI plus a comprehensive marine fungi alignment 
adapted from Smith et al. [22] Bootstrap support values are depicted as spheres (partitions >70 are 
included). The  scale  represents nucleotide  substitutions per  site  (maximum  likelihood estimation, 
1000 bootstrap replicates). Inset; silhouettes of crab hosts, C. maenas and edible (brown) crab Cancer 
pagurus, are placed next to their pathogenic fungi (grey arrows). 







random  from  the  pots,  individually  bagged  and  transported  on  ice  back  to  the  laboratory  for 
processing  the  same day. For  full details,  see Davies et al.  [14], but briefly, crabs were measured 
(carapace width or CW; mm), sexed and other biometric parameters were noted (moult stage, fouling, 
pigment  loss, shell disease,  limb  loss, carapace colour).  In addition, ~350 μL of haemolymph was 





Tissue Kits (Qiagen, Hilden, Germany)  following  the manufacturer’s  instructions. Extracted DNA 
was  quantified  using  a  Qubit®  dsDNA  High  Sensitivity  Assay  Kit  and  Qubit®  Fluorometer 
(Invitrogen, Carlsbad CA, USA). 
3.3. PCR and Sequencing Conditions 
Fungi‐specific  PCR  reactions  were  carried  out  using  forward  primer  ITS1F 
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA  [28]  and  reverse  primer  ITS2  GCTGCGTTCTTCATCGATGC 
[29], producing amplicons of 320 bp using a protocol modified from [30]. PCR reactions were carried 
out  in  25  μL  total  reaction  volume  using  2X  Master  Mix  (New  England  Biolabs,  Ipswich 
Massachusetts, MA, USA),  0.4 mM  oligonucleotide  primers  synthesised  by  Eurofins  (Ebersberg, 










Briefly,  gills  and  portions  of  the  hepatopancreas/gonad  were  excised  and  fixed  in  Davidson’s 
seawater fixative for 24 h prior to their storage in 70% ethanol. Samples were dehydrated in a graded 
series of ethanol, transferred to Histoclear/Histochoice (Sigma‐Aldrich, Dorset, UK) and infiltrated 
with  molten  wax  using  a  Shandon™  automated  tissue  processor  (Thermo  Fisher  Scientific, 
Altrincham, UK) prior  to embedding. Blocks were  cut at  ca. 5–7  μm  thickness using an RM2245 
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of  budding  morphotypes  revealed  the  disease‐causing  agent  to  be  a  novel  species  related  to 
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